近年来，全基因组和靶向测序技术的临床应用揭示了多种基因在骨髓增生异常综合征（MDS）的发生及转归中发挥着重要作用[@b1]--[@b5]。已有研究证实尽管TP53突变和（或）缺失在MDS患者中的发生率较低，但却具有重要的预后判断价值[@b1],[@b3],[@b6]--[@b8]。我们应用靶向测序技术和间期荧光原位杂交（FISH）技术检测了584例新诊断的原发性MDS患者TP53基因突变及缺失情况，并分析了伴TP53基因异常MDS患者的临床特征及其预后意义，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2009年10月至2017年12月于中国医学科学院血液病医院MDS和骨髓增殖性肿瘤（MPN）诊疗中心确诊并保存骨髓细胞标本的584例初诊MDS患者纳入本研究。男368例，女216例，中位年龄53（14\~83）岁。按照WHO（2016）标准[@b9]进行诊断和分型，其中MDS伴单系发育异常（MDS-SLD）25例（4.3%），MDS伴多系发育异常（MDS-MLD）304例（52.1%），MDS伴环形铁粒幼红细胞（MDS-RS）21例（3.6%），MDS伴原始细胞增多-1（MDS-EB-1）106例（18.2%），MDS伴原始细胞增多-2（MDS-EB-2）111例（19.0%），MDS伴单纯5q− 7例（1.2%），MDS未分类（MDS-U）10例（1.7%）。采用国际预后积分系统（IPSS）[@b10]对患者进行预后分层，其中低危组53例（10.2%），中危-1组313例（60.4%），中危-2组123例（23.7%），高危组29例（5.6%）。584例患者中可追踪到治疗方案的共504例，48例（9.5%）接受单纯支持治疗，289例（57.3%）接受免疫抑制剂或免疫调节剂治疗，73例（14.5%）接受地西他滨治疗，58例（11.5%）接受造血干细胞移植，14例（2.8%）接受CAG/HAG（阿克拉霉素/高三尖杉酯碱+阿糖胞苷+G-CSF）方案化疗，22例（4.4%）单纯接受中医药治疗。

2．染色体核型分析：骨髓细胞经过24 h培养，收集细胞常规制片，R显带，根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2013）》[@b11]描述核型异常。染色体核型可分析共518例（88.7%）。按照IPSS染色体核型分组标准[@b10]进行染色体核型预后分组。

3．间期FISH检测TP53缺失：采用VYSIS双色标记TP53探针，TP53（17p13）基因标记为红色（R），CEP17（17p11-q11）基因标记为绿色（G），应用间期FISH技术进行检测，正常信号特征为2R2G，阳性信号特征为2G1R，−17为1R1G。荧光显微镜下每样本至少观察500个间期细胞。TP53基因缺失\[del（17p13）\]阳性阈值为2.89%。

4．靶向二代测序分析：取患者骨髓，分离单个核细胞，常规提取DNA。使用PCR引物扩增目的基因组（涵盖112个血液肿瘤相关基因），将目标区域DNA富集后，采用Ion Torrent半导体测序平台进行测序。平均基因覆盖率98.1%，平均测序深度1 314×。测序后原始数据利用CCDS、人类基因组数据库（HG19）、dbSNP（v138）、1000 genomes、COSMIC、PolyPhen-2等数据库进行生物信息学分析，筛选致病性基因突变位点。具体方法参见本研究组此前已发表文献[@b5]。

5．随访：所有病例随访至2018年7月31日，随访资料来源于住院病例、门诊病例及电话随访记录。对随访期间死亡的病例，根据病例记录或与患者家属电话联系确认。中位随访时间为13（1\~132）个月，其中2个月内失访患者65例（11.1%），不纳入生存分析。余519例患者进行生存分析，总生存（OS）期指自诊断日期到死亡或末次随访日期。

6．统计学处理：全部统计分析均利用SPSS 25.0统计软件完成。非正态分布的计量资料采用Mann-Whitney *U*检验，数据以中位数（范围）表示；分类资料采用卡方检验或Fisher精确概率法进行差异性分析；Kaplan-Meier法绘制生存曲线，单因素分析采用Log-rank检验，多因素分析采用Cox回归分析。双侧检验*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1． TP53基因异常检出率：584例MDS患者中共42例（7.2%）伴有TP53基因突变和（或）缺失，其中基因突变34例（5.8%）（31例为单纯突变），基因缺失11例（1.9%）（8例为单纯缺失），同时有基因突变和缺失3例（0.5%）。

2． TP53基因突变位点分布及共突变情况：34例伴有基因突变的患者中共检测到37个TP53突变，其中31例有1个突变，3例各有2个突变。30个为错义突变，4个为无义突变，移码（缺失）突变和剪接位点突变分别有2个和1个。共35个（94.6%）突变位于DNA结合结构域（第5\~8号外显子），出现频率较高的突变位点分别有密码子175（3个）、220（6个）、248（4个）、273（4个）和306（3个）。其他突变位点详见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![34例骨髓增生异常综合征患者TP53基因突变位点分布及相应的氨基酸改变\
1～11分别为第1～11号外显子，绿色示非编码外显子，蓝色示编码外显子](cjh-40-03-215-g001){#figure1}

伴有TP53基因异常组患者的平均突变数目为2.52个，显著高于无异常组患者（1.96个），差异有统计学意义（*z*=−2.418，*P*=0.016）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。二代测序结果表明，全部584例患者中常见的基因突变有U2AF1（19.0%）、ASXL1（12.0%）、SF3B1（8.6%）、TET2（6.3%）、RUNX1（6.2%）、DNMT3A（6.0%）、SETBP1（5.5%）和NRAS（5.3%）。在伴有TP53基因异常的患者中发生频率较高的突变分别为U2AF1（16.7%）、SF3B1（11.9%）、ASXL1（9.5%）、SETBP1（9.5%）、DNMT3A（7.1%）、NRAS（7.1%）、SRSF2（4.8%）和PTPN11（4.8%）。不同组别的基因突变频率详见[图3](#figure3){ref-type="fig"}。

![TP53基因异常组（42例）和无异常组（542例）骨髓增生异常综合征患者的基因突变数目比较](cjh-40-03-215-g002){#figure2}

![TP53基因异常组（42例）和无异常组（542例）骨髓增生异常综合征患者其他共同发生的基因突变频率](cjh-40-03-215-g003){#figure3}

3．伴TP53异常患者的临床特征：伴有TP53基因异常组患者的中位年龄为60（21\~78）岁，较无异常组患者\[52（14\~83）岁\]显著升高，差异有统计学意义（*z*=−2.188，*P*=0.029）。TP53基因异常组与无异常组相比，其性别、WHO诊断分型、初诊外周血血红蛋白水平、白细胞计数、中性粒细胞计数、血小板计数、骨髓原始细胞比例差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。伴有TP53基因异常组中复杂核型的比例显著高于无异常组，差异有统计学意义（*P*\<0.001）；伴复杂核型患者的中位等位基因突变频率（VAF）为34.37（9.47\~93.90），非复杂核型为19.75（3.45\~85.91）（*z*=−1.708，*P*=0.093）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。按照IPSS对患者进行预后分组评估，伴有TP53基因异常组中IPSS较高危组（中危-2及高危组）所占的比例显著高于无异常组，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。TP53基因异常与无异常组患者各临床特征之间的比较见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### TP53基因异常组与无异常组骨髓增生异常综合征（MDS）患者临床特征比较

  临床特征                          TP53基因异常组（42例）    无异常组（542例）    统计量    *P*值
  -------------------------------- ------------------------ --------------------- -------- ---------
  性别［例（%）］                                                                            0.507
   男                                     29（69.0）             339（62.5）               
   女                                     13（31.0）             203（37.5）               
  年龄［岁，*M*（范围）］                60（21～78）           52（14～83）       -2.188    0.029
  WHO 2016诊断分型［例（%）］                                                      10.422    0.166
   MDS-SLD                                  0（0）                25（4.6）                
   MDS-MLD                                20（47.6）             284（52.4）               
   MDS-RS                                  1（2.4）               20（3.7）                
   MDS-EB-1                               13（31.0）             93（17.2）                
   MDS-EB-2                               7（16.7）              104（19.2）               
   5q−                                     1（2.4）               6（1.1）                 
   MDS-U                                    0（0）                10（1.8）                
  HGB［g/L，*M*（范围）］               70（47～119）           74（28～153）      1.351     0.177
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］       2.48（0.84～12.39）     2.86（0.61～20.68）   1.334     0.182
  ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］         1.12（0～9.14）        1.20（0～11.17）     0.769     0.442
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］         43.5（4～1 100）        61（2～1 232）      1.706     0.088
  原始细胞比例［%，*M*（范围）］          3（0～18）           2.5（0～19.5）      -0.540    0.589
  染色体核型［例（%）］                                                                     \<0.001
   复杂核型                               26（70.3）             48（10.0）                
   非复杂核型                             11（29.7）             433（90.0）               
  IPSS预后分组（4组）［例（%）］                                                   44.651   \<0.001
   低危                                     0（0）               53（11.0）                
   中危-1                                 8（21.6）              305（63.4）               
   中危-2                                 25（67.6）             98（20.4）                
   高危                                   4（10.8）               25（5.2）                
  IPSS预后分组（2组）［例（%）］                                                            \<0.001
   较低危（低危及中危-1）                 8（21.6）              358（74.4）               
   较高危（中危-2及高危）                 29（78.4）             123（25.6）               

注：MDS-SLD：MDS伴单系发育异常；MDS-MLD：MDS伴多系发育异常；MDS-RS：MDS伴环形铁粒幼红细胞；MDS-EB-1：MDS伴原始细胞增多-1；MDS-EB-2：MDS伴原始细胞增多-2；5q−：MDS伴单纯5q−；MDS-U：MDS未分类；ANC：中性粒细胞绝对值；IPSS：国际预后积分系统

![复杂核型（21例）与非复杂核型（8例）分组骨髓增生异常综合征患者的等位基因突变频率](cjh-40-03-215-g004){#figure4}

4． TP53异常的预后分析：截止末次随访日，死亡162例（31.2%），伴有TP53基因异常组死亡18例（52.9%），无异常组死亡144例（29.7%）。伴有TP53基因异常组患者的中位OS期为13（95%*CI* 7.57\~18.43）个月，无异常组患者中位OS期未达到。伴有TP53基因异常组患者的生存期较无异常组显著缩短（[图5A](#figure5){ref-type="fig"}），差异有统计学意义（*χ*^2^=12.342，*P*\<0.001）。伴TP53突变组及缺失组中位OS期分别为13（95%*CI* 7.68\~18.33）个月、10个月，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.687，*P*=0.407）（[图5B](#figure5){ref-type="fig"}）。

![骨髓增生异常综合征患者生存曲线\
A：伴与不伴TP53基因异常组比较；B：TP53基因突变组及基因缺失组比较；C：非复杂核型患者中伴与不伴TP53基因异常组比较；D：国际预后积分系统较低危组（低危及中危-1）患者中伴与不伴TP53基因异常组比较](cjh-40-03-215-g005){#figure5}

对突变频率大于2%的基因分别进行Log-rank检验，除TP53基因异常外，还有U2AF1、ASXL1、TET2、NRAS和PTPN11基因突变与更短的OS期显著相关（*P*\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。将*P*\<0.1的基因以及年龄（按照\<50岁、≥50岁分组）纳入Cox回归分析模型，结果表明TP53基因异常为OS的独立预后不良因素（*HR*=2.248，95% *CI* 1.363\~3.709，*P*=0.002）。而在纳入复杂核型进行校正之后，TP53异常对OS的影响失去显著性（*P*=0.913）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响伴TP53基因异常骨髓增生异常综合征患者总生存的单因素和多因素分析

  变量                            *HR*      95%*CI*       *P*值
  ------------------------------ ------- -------------- ---------
  单因素分析                                            
   TP53异常                       2.321   1.153～4.670   \<0.001
   U2AF1突变                      1.540   1.066～2.227    0.022
   ASXL1突变                      1.650   1.083～2.515    0.020
   TET2突变                       1.780   1.090～2.909    0.021
   RUNX1突变                      1.685   0.934～3.041    0.083
   SETBP1突变                     1.643   0.931～2.899    0.086
   NRAS突变                       1.901   1.098～3.291    0.022
   PTPN11突变                     2.716   1.379～5.349    0.004
   年龄≥50岁                      2.610   1.819～3.744   \<0.001
   复杂核型                       3.706   2.469～5.561   \<0.001
  无年龄及核型校正的多因素分析                          
   TP53异常                       2.607   1.582～4.296   \<0.001
   U2AF1突变                      1.505   1.035～2.189    0.032
   ASXL1突变                      1.569   1.022～2.410    0.039
   TET2突变                       2.054   1.247～3.383    0.005
   RUNX1突变                      1.870   1.027～3.406    0.041
   NRAS突变                       1.794   1.034～3.111    0.038
  年龄校正的多因素分析                                  
   TP53异常                       2.248   1.363～3.709    0.002
   U2AF1突变                      1.720   1.178～2.512    0.005
   TET2突变                       1.863   1.129～3.075    0.015
   PTPN11突变                     2.191   1.054～4.554    0.036
   年龄≥50岁                      2.544   1.765～3.668   \<0.001
  年龄及核型校正的多因素分析                            
   U2AF1突变                      1.972   1.289～3.017    0.002
   TET2突变                       1.737   1.006～2.998    0.047
   RUNX1突变                      2.155   1.143～4.062    0.018
   SETBP1突变                     2.086   1.026～4.241    0.042
   年龄≥50岁                      2.962   1.969～4.458   \<0.001
   复杂核型                       3.938   2.581～6.010   \<0.001

对染色体核型可分析的518例患者进行分组，复杂核型组中，是否伴有TP53基因异常对OS期无影响；非复杂核型组中，伴TP53基因异常的患者死亡5例（55.6%），中位OS期为22（95%*CI* 8.921\~35.079）个月，无基因异常患者死亡100例（25.8%），中位OS未达到，两者之间差异无统计学意义（*χ*^2^=2.192，*P*=0.139）（[图5C](#figure5){ref-type="fig"}）。进一步按照IPSS预后分组，IPSS较高危组（中危-2及高危）中，TP53基因异常组与无异常组之间OS期无显著差异；IPSS较低危组（低危及中危-1）中，TP53基因异常患者的中位OS期\[22（95%*CI* 0\~44.563）个月\]较无异常患者（中位OS期未达到）有降低的趋势（*χ*^2^=2.744，*P*=0.098）（[图5D](#figure5){ref-type="fig"}）。

讨论 {#s3}
====

人类TP53基因位于17号染色体短臂，其编码的p53蛋白通过DNA损伤修复、细胞周期调控、诱导凋亡等多种途径发挥着重要的肿瘤抑制作用[@b12]。在所有人类肿瘤中，TP53基因突变率高达50%[@b13]。相比于实体肿瘤的高突变率，TP53突变在血液系统肿瘤中的发生率较低，迄今报道的原发性MDS中TP53基因的突变率为5%\~10%[@b2]--[@b3],[@b14]。在一项针对TP53基因突变和缺失的研究[@b15]中，TP53基因异常在MDS中的总发生率为7%，单纯突变5%，单纯缺失1%，同时伴有突变和缺失占1%。本研究中，TP53基因异常的总发生率为7.2%，单纯突变5.3%，单纯缺失1.4%，同时伴突变和缺失占0.5%，与文献报道基本一致。

TP53突变在MDS中好发于DNA结合结构域[@b7],[@b12],[@b16]，以错义突变最为常见[@b7]，本研究结果与文献报道基本一致。有关MDS中常见突变位点的报道较少，本研究中较多见的突变位点有密码子175、220、248、273、306。本研究我们未发现TP53异常与其他基因的相关性，可能与队列中TP53异常的发生率较低有关。

研究表明，TP53基因突变在老年急性髓系白血病（AML）及MDS患者中较年轻患者常见[@b15],[@b17]--[@b18]，此外一些大宗病例研究在年龄相关的克隆性造血中也发现了TP53突变，且与血液肿瘤的发生和不良预后相关[@b19]--[@b20]。本研究结果表明伴TP53基因异常的患者的中位年龄显著高于无异常患者，与目前公认的TP53基因突变随年龄增大突变频率增高的观点一致。

在MDS中TP53突变与复杂核型、单纯5q−、IPSS较高危分组及不良预后相关[@b7]--[@b8],[@b21]--[@b22]。Sallman等[@b8]的研究表明TP53突变频率增高与复杂核型比例增高相关，且VAF\>40%为一独立的预后不良因素。本研究中，伴有TP53异常组中复杂核型、IPSS较高危组的比例较无异常组显著增高，伴复杂核型患者的TP53突变频率较非复杂核型患者有增高的趋势，与既往结论一致。本研究我们未发现TP53突变与单纯5q−的相关性，可能与本队列中单纯5q−的病例较少相关，有待扩大样本量后进一步分析。

近年来，国外多个中心的研究表明，TP53基因突变在MDS中为独立的预后不良因素[@b1],[@b6]--[@b7],[@b23]，Stengel等[@b15]的研究说明TP53基因突变和缺失在MDS中均导致更差的OS。本研究中TP53基因突变组和缺失组的OS期无显著差异，TP53基因异常在单因素及纳入基因突变、年龄的多因素分析中为独立的预后不良因素，而在纳入复杂核型校正后，TP53基因异常则不再为独立的预后不良因素。这与Volkert等[@b24]、Tefferi等[@b25]及Xu等[@b26]的结论一致。本研究的结果说明，在复杂核型及IPSS较高危组中TP53基因异常对OS无明显影响，而在非复杂核型及IPSS较低危组中，TP53基因异常患者OS期有更短的趋势，这与Tefferi等[@b25]的报道相近，可能提示对于伴有TP53基因异常的MDS较低危组患者可采用更加积极的治疗手段，如去甲基化治疗等。我们考虑非复杂核型及IPSS较低危组中TP53基因异常的病例数较少，可能导致其对OS的影响差异不显著，有待扩大病例数后进一步证实。

综上所述，我们的研究显示TP53基因异常在MDS中的发生率较低，发生率随着年龄的增大而升高。基因突变较缺失常见，突变高发于DNA结合结构域。TP53基因异常与复杂核型、IPSS较高危组高度相关，且常与其他基因突变相伴出现。其对预后的不良影响主要与复杂核型相关，可能在低危MDS患者中有一定提示预后的价值。
